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1 疾病概述

肺癌是世界上最常见的恶性肿瘤之一,已成为我国城市人口恶性肿
瘤死亡原因的第1位。
非小细胞肺癌是起源于支气管黏膜、支气管腺体和肺泡上皮的一类
肺恶性肿瘤，显微镜下特点是核异形、细胞较大、胞浆丰富。
根据组织病理学分类可分为腺癌、鳞状细胞癌、腺鳞癌、大细胞癌
及肉瘤样癌等亚型。
在我国，非小细胞肺癌为最常见的肿瘤。
据2013年肺癌相关的调查报道，肺癌新发病及死亡数量为恶性肿瘤
首位，其中，非小细胞肺癌约占所有肺癌的85%，男性发病率与死
亡率均高于女性非小细胞型肺癌包括鳞状细胞癌（鳞癌）、腺癌、
大细胞癌，与小细胞癌相比其癌细胞生长分裂较慢,扩散转移相对
较晚。非小细胞肺癌约占所有肺癌的80%，约75%的患者发现时已处
于中晚期，5年生存率很低。
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EGFR基因位于人类第七号常染体短臂上（7P11.2），由31个外显子组成，其
编码的 EGFR 是一种将胞外信号传递至胞内的、并具有酪氨酸激酶活性重要
途径的跨膜糖蛋白；调控着肿瘤组织细胞的增殖、分化、血管生成及凋亡抑
制等机制，从而与恶性肿瘤的生长、侵袭，以及转移等有着密切联系。
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突变类型：
EGFR基因外显子19突变为最常见的突变类型之一，主要发生在密码子第746～750位
的碱基缺失，而导致由它们所编码的蛋白丢失。
①E746- A750（1）为外显子 19 的最常见突变类型，共检测出4 例，主要由碱基
序列c.2234至2249共16个碱基缺失，从而导致由密码子第746～750位所编码EGFR蛋
白所需的氨基酸（ELREA）丢失。
②E746- A750（2）所缺失的15个碱基主要发生在碱基序列c.2235至 c.2249，但由
密码子编码的氨基酸丢失与类型1相同。
③E746-A750（3）所缺失的15个碱基较类型3后移一位，但由此碱基丢失引起的氨
基酸丢失与类型1相同。
④E746-A751所缺失16个碱基发生在碱基序列c.2236至c.2251，相应的密码子第
746 ～751位所编码的氨基酸（EL-REAT）丢失。
⑤L747-P753insS所缺失的18个碱基序列发生在碱基序列c.2240至c.2257，从而导
致密码子第747 ～753位所编码的氨基酸（LREATSP）丢失，同时由密码子753所编
码的脯氨酸（Pro）由新引入的丝氨酸（Ser）所替代。
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⑥E746-A750insP所缺失9个碱基发生在碱基序列c.2236到c.2244，从而
导致由它们所编码的氨基酸（ELR）丢失。同时，碱基序列c.2248G突变
成C，密码子GCA被CCA取代，相应编码的丙氨酸（Ala）错义为脯氨酸
（Pro）。
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EGFR基因外显子20突变，即S768I是由碱基序列 c.2303G突变为T，第768
位密码子AGC转变成ATC，由它所编码的丝氨酸（Ser）被异亮氨酸（Ile）
替代。

EGFR基因外显子21突变是EGFR基因突变的主要类型之一，均由碱基点错义
突变引起，共检测出3种突变类型
a. L858R突变占绝大部分，共检测出5例。突变发生在碱基序列c.2573T 

错义成G，而第858位的密码子CTG转变成CGG,所编码的亮氨酸（Leu）
被精氨酸（Arg）替代。

b. P848L突变发生在碱基序列c.2543C错义为T，相应的第848位密码子
CCG变为CTG，而由密码子所编码的脯氨酸（Pro）替代成亮氨酸
（Leu）。

c. L861Q突变是发生在碱基序列c.2582T错义为A，以致第861位密码子由
CTG转变为CAG，相应编码的亮氨酸（Leu）被谷氨酰胺（Gln）所替代。
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EGFR基因负责编码并制造一种称为表皮生长因子受体的受体蛋白。

EGFR受体蛋白是一种跨膜蛋白，其分为三部分：蛋白的一端位于细胞外，一部

分位于细胞膜，另一端则位于细胞内。其结构由三部分组成：细胞外配体结合

域、跨膜区、细胞内酪氨酸激酶域。这允许EGFR受体与细胞外的其他蛋白（称

为配体）结合，帮助细胞接收信号并对其环境作出反应。而受体与配体的结合

如同钥匙与锁，也因此它们都有特定的结合“伙伴”。当EGFR与配体结合时，

它会附着于另一个位于附近的EGFR受体并形成复合物（二聚体），从而进入激

活状态，并激活细胞内的信号传导途径。
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EGFR激酶受体的激活模型
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当与其配体结合后，EGFR可在细胞

表面形成同源或异源二聚体引起细

胞内酪氨酸激酶域活化,随后参与

信号通路的细胞内蛋白发生自磷酸

化而激活，从而调节基因转录。激

活的EGFR可刺激肿瘤的生长与进展,

包括促进增殖、血管生成、浸润、

转移和抑制凋亡。
EGFR受体胞外域在配体诱导下的构象变化
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致病机制：通路在肿瘤细胞中往往是被过度激活

的

由于 EGFR 基因点突变、缺失或扩增，常发现

EGFR 信号通路过于活跃。

EGFR 突变主要发生在酪氨酸激酶结构域 18-21

号外显子上，包括19号外显子缺失突变，E709X，

G719X，S768I，T790M，L858R， L861X 等，其中

最常发生的是19号外显子缺失（47%）和 L858R

突变（41%）。这些突变破坏了激酶非活性状态下

相互作用的稳定性，将平衡转移到激酶的活性状

态。

EGFR胞外域以及激酶结构域突变位点与癌症的关联
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EGFR 作为表皮生长因子家族中的一员，能够激活许多经典的信号转导通
路，其中重要的一条就是 PI3K/Akt/mTOR 通路。
PI3K是一种可催化磷脂酰肌醇D3位磷酸化的脂类激酶,可以通过与具有磷
酸化酪氨酸残基的生长因子受体(如表皮生长因子受体、c-Met等)或连接
蛋白相互作用,导致二聚体构象的转变而导致PI3K的活化,活化后的PI3K将
导致PIP2转化为PIP3PIP3作为第二信使会进而激活各类下游蛋白[第一条
第二款)而阿科特即是PI3K下游的关键蛋白之一.阿科特家族的成员有三个,
即Aktl、Akt2和AKT3它们在结构和功能方面很相似,均参与了下游底物的
活化,激活后的阿科特则通过磷酸化作用激活MTOR等下游靶蛋白,从而促进
细胞的增殖、分化及迁移等。



5 目前常用的预防和诊断方法

预防

一级预防：戒烟、保护环境、避免致癌物暴露，良好的生物-心理-社会医学模式。

二级预防：对高危人群进行定期筛查。

三级预防：有效的综合治疗；促进恢复，减少复发和并发症，防止残疾和肿瘤转移；

减轻疼痛，缓解症状，并提供社会、心理和精神上的支持。
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6 基因突变检测原理和流程

基因突变检测：（以EGFR基因为例，根据EGFR突变状况制定相应的治疗策略）

由于文献表明，EGFR基因外显子19的突变发

生率较高，因此可使用PCR技术检测EGFR基因

外显子19的突变来进行诊断。
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基因突变检测：（以EGFR基因为例）

流程：
1.标本采集和DNA提取：

①95 ℃ 5min变性
②95 ℃ 30s，57 ℃ 30s, 72 ℃ 45s, 40个
循环
③72 ℃延伸7 min 
④扩增产物经1 . 6 % 琼脂糖凝胶电泳10 V 
30 m in 后 , EB染色摄片
⑤将阳性扩增条带的样本经柱层析分离纯化
后 , 采用双脱氧链终止法 ( Sanger法)在
ABI3 700型DNA序列分析仪上进行基因测序。
测序引物采用各外显子的上游引物。

1.肿瘤组织在手术切除后快速冻存于液
氮中, 然后在-80 ℃深低温冰箱保存，
同时采集正常肺组织 ( 与病灶距离 5cm 
以上 )作为对照。
2.组织样本（50 mg）中的DNA提取按
照DNAezsol基因组DNA抽提试剂盒（上
海申能博釆公司）说明书操作。经
Eppendorf 核酸蛋白测定仪测定DNA纯
度及含量，要求4280/ 4260 >1.80,调整
DNA 浓度至 25 jug/ml。

2.PCR扩增和基因测序
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基因突变检测：（以EGFR基因为例）

PCR（用ABI Prism Primer Express软件设计）：
扩增位置：EGFR外显子19
引物：上游——AAC GTC TTC CTT CTC TCT CTG TCA

下游——CCA CAC AGC AAA GCA GAA ACT
退火温度：57°C
产物长度：150bp

反应液：
DNA 4μg（100ng）
10 x 缓冲液5μg
2.5mmol/L dNTP 5μL
上游及下游引物 ( 20mmol/L ) 各1μg
Pfu酶（2.5U/μL）1μL(DEPC-H2O补充至
50μL）

为了验证引物的有效性，需要再次打开NCBI，blast设计好的引物的特异性。
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可见，引物有效
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基因突变检测：（以EGFR基因为例）

结果：
据文献实验，外显子19突变主要是第746 一 753位密码子的碱基缺失,共有7种突
变类型。
野生型-正常基因





7 靶向药的基因检测（组织标本和血液标本）
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特异性分子治疗NSCLC靶向药物的应用越来越广泛，常见的有单克隆抗体与小分

子酪氨酸激酶抑制剂（TIK）等靶向药物。

①单克隆抗体主要是作用于胞外区，可对配体与EGFR的结合产生竞争性的抑制，

使受体失去活性，或者是加快受体降解，从而停止致癌信号的传递，从而对患

者的疾病起到治疗效果，这类药物的典型代表就是西妥昔单抗。

②EGFR-TIK进入细胞内, 并直接作用于EGFR的胞内区, 从而干扰三磷酸腺苷

(ATP) 的结合，抑制21bp氨酸激酶磷酸化，从而产生治疗作用，这类药物的典

型代表有厄洛替尼、吉非替尼。
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③有研究指出，EGFR - 激酶域突变可导致17外显子的核苷酸2482到2496位或者

是2481到2495位缺失，与特异性EGFR-TKI的反应有关系, 靶向药物吉非替尼和

厄洛替尼有明显疗效。

④而在NSCLC患者中一个异常的EGFR无义突变，临床上反映联合化疗药物厄洛替

尼的敏感性低。

小结：NSCLC患者当中的EGFR基因突变可以作为疾病治疗的一个敏感性预测因

子，可以将EGFR突变检测结果作为参考依据，来对患者的临床用药及个体化治

疗起到指导作用。
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当前，包括小分子酪氨酸激酶抑制剂（TKIs）和靶向EGFR的单克隆抗体都集中于

抑制EGFR激酶活性或诱导抗体和补体介导的细胞毒性作用。其中靶向EGFR的单克

隆抗体主要用于治疗晚期结直肠癌和头颈部肿瘤，但其临床治疗效果不佳，因此

不适用于治疗NSCLC。

迄今为止已经开发了三代EGFR 酪氨酸激酶抑制剂(TKIs) 可逆地（第一代）或不

可逆地（第二代和第三代）抑制EGFR酪氨酸激酶活性，并已广泛用于NSCLC治疗。



8 可行的基因治疗方法

o吉非替尼和厄洛替尼是针对野生型EGFR设计的第一代EGFR TKIs，但对活性EGFR

突变显示出强大的的选择性抑制作用。

o二代EGFR TKIs（如阿法替尼、达可替尼）被设计用于克服一代EGFR TKIs的获

得性T790M耐药性，但由于毒性不可接受失败了。

o新开发的第三代EGFR TKIs（如奥希替尼和诺司替尼）与EGFR ATP结合位点上的

半胱氨酸-797残基不可逆结合，对T790M耐药突变的EGFR形式显示出优先的活性。
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促进EGFR降解

大量研究表明，EGFR空间分布和稳定性也是调节肺癌进展的关键决定因素。即使

在突变的EGFR驱动的肺腺癌中，EGFR降解失调也进一步加速了肿瘤的发生和发展。

表皮生长因子受体的空间失调增加了质膜受体的可用性，并诱导持续的信号输出、

EGFR激活时间延长和癌进展。这些发现都强调了促进EGFR降解是靶向EGFR相关癌

症的一种替代策略。
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大胆猜想：

①基因矫正（将缺失的碱基补上）

②基因置换:用正常基因通过重组原位替代致病基因

③基因添加：额外插入正常基因，在体内表达正常功能的蛋白

④基因沉默或失活：导入非编码RNA，如microRNA，降解异常
mRNA或阻断其复制，阻断致病基因的表达

⑤自杀基因：导入特殊酶类产生肿瘤细胞毒性代谢物。

⑥靶向基因敲除技术敲除耐药基因
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1. 使用PCR方法获取EGFR基因
2. 构建表达载体
选择载体：哺乳动物基因表达载体（如pVAX1哺乳动物表达载体质粒）使用相
应的限制性核酸内切酶，DNA连接酶，将载体DNA和所获取的DNA重组
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其中包含的元件及其分析如下：
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3.转化

4.重组体筛选：抗药性筛选，利用ampicillin抗药基因筛选

5.克隆基因的表达：导入细胞
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